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eignet tlch zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behand- 
lung von Krebserkrankungen, wobei R 1 fQr (Cj-CJ-Cydoal- 
kyt, (CL-CJ-AIkenyl oder {C.-CJ-Alkinyl R* fQr CF 3 , 

OCFy SCFy OH, NOj, Halogen, Benzyl, Phenyl, CN oder 
O-Phenyl staht R 3 fOr (C.-Cj-Alkyl. Halogen oder Wasaer- 
stoffatom stent und X fQr -CH-Gruppe oder Stfckstoffatom 
staht. 
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Beschreibung 

FQr die Therapie fortgeschrittener Hormonrezeptor negativer maligner Tumore steht heotzutage die Chemo- 
therapie zur VerfQgung. Diese Therapiefonn ist neben ihrer begrenzten Effizienz durch das Auftreten oft 
schwerwiegender Nebenwirkungen gekennzeichnet Als Ursache fQr die Wirkung und die Nebenwirkungen, 
muB das Wirkprinzip der Chemotherapeutika (die Proliferation inhibition) angesehen werden. Da sicb aber 
nicht our Tumorzellen, sondern auch normale ZeUen in TeHung befmden, werden normale sich teiiende ZeDen im 
KOrper des Patient en ebenso an der Teihmg gehemmt wie die eigentlichen Zielzellen, die Tumorzellen. Beson- 
ders betroffen sind von den unerwunschten Nebenwirkungen der antiprolif erativen Therapie, die sich schneO 
teQenden ZeUen der Haaif oDikel, des Gastrointestinaltraktes und des Knochenmarkes. 

Die antiproliferative Wirkung der Chemotherapeutika wird zum Beispiel dadurch erreicht, daB sie in den 
Nukieinsaurestoffwechsel der Zelle eingreift Besonders wirkungsvoHe antiproliferative Stoffe sind die Dihy- 
droorotat-dehydrogenase (DHODH)-Hemmer. Die DHODH ist ein einzigartiges Enzym in der de novo-Synthe- 
se der Pyrimidinnukleotide. (Peters et aL, 1990, Biochemical Pharmacology 39: No. 1, 135— 144). Das Enzym ist 
auf der AuBenseite der inneren Mfcochondrienmembran gelegen. Hemmung des Enzyms durch den Wirkstoff 
DUP-785 (Brequinar) fOhrt zu einer Depletion von Pyrimidinribo- und Desoxyribonukleotiden, nicht abe r von 
Purinnukleotiden. (Schwartsmann et aL, 1988, Biochem. PharmacoL 37 : 3257—3266). Die Depletion von dTTP 
und dCTP ist derjenigen von UTP und CTP proportional und kann durch die Zugabe von Uridin verhindert 
werden. Die durch Brequinar auf in vitro ZeUinien ausgeflbte Wachstumshemmung kann durch Zugabe von 
Uridin oder Cytidin aufgehoben werden, nicht aber durch Desoxythymidin oder Desoxycytidin. Hieraus kann 
gefoigert werden, daB die Hemmung der UMP-Synthese fQr den Proliferationshemmenden Effekt auf ZeUinien 
in vitro entscheidend ist (Peters et aL, 1987, Invest New Drugs, 5 : 235—244). 

Im Rahmen klinischer Untersuchungen konnte gezeigt werden, daB Brequinar die Plasmauridinwerte signifi- 
kant absenkt (Peters et aL, 1988, Proa AM Ass. Cancer Res. 29 :350 (Abstract 1392)) (dieser Behind ist in 
Obereinstimmung mit den in vitro Beobachtungen auf verschiedenen ZeUinien). Des weiteren korrelierte das 
AusmaB an Effekten auf die in vivo-Uridinspiegel mit der Knochenmarks- und Gastrointestinaltrakt-Toxizitat 
(den Nebenwirkungen). 

Diese klinischen Beobachtungen deuten darauf bin, daB die dringende Notwendigkeit besteht, Krebsthera- 
peutika zu entwickeln, deren anti-tumorales Prinzip nicht auf einer allgemeinen Proliferationsinhibition, wie 
beim Brequinar, sondern auf der Hemmung tumorspezifischer Stoffwechselwege beruht. 

Es wurde nun gefunden, daB die Verbindungen der Formel I und II die humane DHODH nur sehr schwach 
hemmen, jedoch ganz bestimmte TumorzeDinien sehr effhdent in ihrer TeQung blockieren. 

Zugabe steigender Mengen von Uridin in den MTT-Test verandert den ICso-Wert der erfindungsgemaBen 
Substanzen auf der LoVo-Zellinie nur unwesentfich, ganz im Gegensatz zur massiven Erhdhung des ICso-Wertes 
von Brequinar auf der gldchen Linie (Beispiel 7)l v 

Diese experimenteUen Befunde unterstdtzen die Annahme, daB die antiproliferative Wirkung der erfindungs- 
gemaBen Substanzen auf einem anderen Wirkprinzip als einer DHODH-Inhibition wie beim Brequinar beruht. 

Mittels fluorenzens-mikroskopischer Techniken konnte gezeigt werden, daB diejenigen ZeUinien, welche den 
PDGF-Rezeptor und den VEGF — R stark Qberexprimieren auch durch sehr niedrige Konzentrationen der 
erfindungsgemaBen Substanzen (niedriger ICm) effizient an der Teflung gehindert werden (Beispiel 6). Diese 
Beobachtung deutet daraufhin, daB die erfindungsgemaBen Substanzen bestimmte Rezeptortyrosinkinasen, wie 
z. B. den PDGF-Rezeptor blockieren kdnnten, d h. die anormale Signaltransduktion bei Tumorzellen vorteilhaft 
beeinfhissen. 

Die Erflndung betrifft daher die Verwendung von einer Verbindung der Formel I oder II 
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und/oder eine gegebenenfalls stereoisomere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder ein physiolo- 
gisch vertr§gliches Salz der Verbindung der Formel n zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
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Kxebserkrankungen, wobei 
R»fQr 



a) (C 3 -C5>Cydoalkyi, 

b) (C2-C6>-Alkcnyt oder 

c) (C 2 -Q^Alkmyl,steht, 

R 2 fQr 

a) -CF 3 

b) -O-CF* 

c) -S-CF3. 

d) -OH, 

e) -NO* 

f) Halogen, 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

i) —O-Phenyi, 
k)-CN 

1) —O-Phenyi, ein oder mehrfach substituiert durch 

1) (Ci-C4)-AIkyl 

2) Halogen, 

3) — O— CF 3 oder 

4) — O— CH^steht, 

R 3 ffir 

a) (C,-C4>Alkyi. 

b) Halogen, oder 

c) Wasserstoffatom steht, und 

XfQr 

a) eine — CH-Gruppe oder 

b) S ticks toff atom, steht 

Bevorzugt ist die Verwendung einer Verbindung der Forme! I oder II und/oder eine gegebenenf alls stereoiso- 
mere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder Natrium- oder Lysiniumsalze oder Verbindung der 
Formel I, wobei R l fQr 

a) Cydopropyi oder 

b) (C 3 — Cs)-Alkinyl steht, 

R 2 fQrCF 3 oder CN steht, 

R 3 fOr Wasserstoff atom oder Methyl steht, und 

Xffir eine —CH-Gruppe steht, / 
zur Herstellung eines Arzneimtttels zur Behandlung von Krebserkxankungen. 

Insbesondere bevorzugt sind die Verwendung von N^4-Trifluormethylphenyl)-2-cyano-3-hydroxy-hept-2-en- 
6*in-carbonsiureamid-Lysin- oder Natriumsalz oder 2-Cyano-3-cyc1opropyl-3-hydrory-a 
nyi)- amid- Lysin- oder Natriumsalz. 

Die Herstellung der Verbindungen der Formel I oder II erfolgt nach bekannten Verfahren wie sie in EP I 3 
376; EP 484 223; EP 538 783; EP 551 230 oder US 4 061 767 beschrieben werden. 

Unter dem Begriff Alkyl, Alkenyi oder Alkinyl werden Reste verstanden deren Kohlenstoffkette geradkettig 
oder verzweigt sein kann. Ferner kdnnen die Alkenyi- oder Alkinyl- Reste auch mehrere Doppelbindungen 
beziehungsweise mehrere Dreifachbindungen enthalten. Cycfische Alkylreste sind beispieisweise 3- bis 5-giiedri- 
ge Monocyden wie Cydopropyi, Cyclobutyl oder Cyciopentyi Die Ausgangsstoffe der chemischen Umsetzun- 
gen sind bekannt oder lassen sich nach iiteraturbekannten Methoden letcht hersteQen. Zu den Krebserkxankun- 
gen gehdren beispieisweise Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarkome, Kaposi's Sarkom, Meningioma 
Dannkrebs, Lymphknotenkrebs, Hirntumore, Brustkrebs, Magenkrebs, Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder 
Hautkrebs. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimitteb zur Behandlung von Krebser- 
kxankungen, das dadnrch gekennzeichnet ist daB man die Verbindung der Formel I oder II und/oder ein 
physiologisch vertragfiches Salz der Verbindung der Formel II mit einem pharmazeutisch geeigneten und 
physiologisch annehmbaren TrSger und gegebenenf alls weheren geeigneten Wirk-, Zusatz- oder Hilfsstoff en in 
cine geeignete Darreichungsform bringt Die erfrndungsgem^Ben Arzneimittel k6nnen oral, topisch, rektal, 
intravends oder auch parenteral appliziert werden. 

Geeignete feste oder flflssige galenische Darreichungsf ormen sind beispieisweise Granulate, Pulver, Dragees, 
Tabletten, (Mikro) Kapseln, Suppositorien, Sirupe, SSfte, Suspensionen, Emulsionen, Tropf en oder mjizierbare 
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Ldsungen sowie Praparate mit protrahierter Wirkstoff-Freigabe, bei deren Herstellung Qbliche Hflfsmittel, wie 
Tragerstoffe, Spreng-, Binde-, uberzugs-, Quellungs-, Gleit- oder Schmiennittel, Geschmacksstoffe, SGBungs- 
mittel oder LSsungsvennittier, Verwendung finden. Als haufig verwendete Hilfsstoffe seien z. B. Magnesiumcar- 
bonat, Titandioxid, Laktose, Mannit und andere Zucker, Talkum, MIlcheiweiB, Gelatine, Starke, Cellulose und 
ihre Derivate, tierische and pflanzliche Ole, Polyethylenglykole und L5sungsmittel, wie etwas steriles Wasser 
und ein- oder mchrwertige Alkohole, z. B. Glycerin, genannt 

Vorzugsweise werden die pharmazeutischen Praparate in Dosierungseinhehen hergestellt und verabreicht, 
wobei jede Einheit als aktiven Bestandtefl cine bestimmte Dosis von der Verbindung der Formel I oder II 
und/oder physiologisch vertragliche Sake der Verbindung der Formel II enthalt Bei f esten Dosierungseinheiten, 
wie Tabletten, Kapseln oder Supposhorien, kann diese Dosis bis zu etwa 300 mg, bevorzugt jedoch 10 bis 200 mg 
betragen. 

FQr die Behandlung eines Patienten (70 kg), sind in frflhen Phasen eine intravendse Infusionsbehandlung von 
maximal 1200 mg pro Tag und in der spateren Rehabilitationsphase eine orale Verabreichung von 3 mal 300 mg 
pro Tag der Verbindung der Formel I oder II und/oder der entsprechenden Saize der Verbindung der Formel II 
indiziert 

Unter Umstanden kdnnen jedoch auch hdhere oder niedrigere Dosen angebracht sein. Die Verabreichung der 
Dosis kann sowohl durch Bnmalgabe in Form einer einzelnen Dosierungseinheit oder aber mehreren kleineren 
Dosierungseinhehen als audi durch Mehrf achgabe unterteilter Dosen in bestimmten Intervallen erfolgen. 

SchlieBlich kdnnen die Verbindungen der Formel I oder II und/oder deren entsprechende Salze bei der 
HersteQung der vorgenannten galenisdien Darreichungsformen auch zusammen mit anderen geeigneten Wirk- 
stoffen, beispielsweise Antiuricopathika, Thrombocytenaggregationshemmern, Analgetika und steroidalen oder 
nichts teroidalen Antiphlogistika, kombiniert werden. 

Beispiel 1 

N^4-TrifluonnethylphenyI)-2K3ra^ Natriums alz (Verbindung 1) 

50 g (0,15 mol) N^4-TrifluonnethyIphenyl)-2-cyano-^ werden in ei- 

nem Zweiphasensystem aus 50 ml 5 N Natronlauge und 500 ml Ethylacetat geldst, die organische Phase abge- 
trennt, zweimal mit wenig Wasser gewaschen, Qber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt Der dlige ROck- 
stand wird mit 500 ml tertiar-Butyimethyiether auf genommen und zur vollstancfigen Kristallisation 4 Stunden (h) 
bei Raumtemperatur gerQhrt, ffltriert und unter vermindertem Druck getrocknet Zur vollstandigen Entfernung 
von Ldsemittelresten wird das kristalfine Produkt in 500 ml Toluol 10 min unter RuckfluB suspendiert, unter 
Rfihren abgekOhlt, erneut abgesaugt und unter vermindertem Druck getrocknet 
Ausbeute:41,l g (77%) vom Schmelzpunkt > 244° C Zersetzung (Zers.> 
CtsHioFsNiCbNa (330,24 g/mol): 

berechnetC:54,0 H: 3,5 N: 8,4 Na: 6,88 (ber.fOr 1,1% Wasser) 
gefundenC:54,4 H:3,4N: 8,4 Na: 6,65 Wassen 1,1%. 

Beispiel 2 

2^yano-3-cyclopropyl-3-hydroxy-acrylsaure^ Natriumsalz (Verbindung 2) 

15 g (0,059 mol) 2<^ano-3-cyclopropyi-3-hydroxy-acry^ werden in 120 ml Wasser 

und 100 ml Aceton suspendiert und durch Zugabe von 60 ml 1 N NaOH in Ldsung gebracht Nach Filtration von 
Spuren an ungeldstem Material wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck auf etwa 200 ml 
aufkonzentriert, und bei 0° C Qber Nacht kristallisiert, abgesaugt und unter vermindertem Druck getrocknet 
Ausbeute: 13 g, Schmp. > 280° C 
berechnetC:607 H:3,7 N: 15,2 (ben ffir0J% Wasser) 
gefundenC:60,8 H:3,6 N: 153 Wasser. 07%. 

Beispiel 3 

N^4-Trifluonnethyiphenyl)-2-cya^ Lysinsalz 

30 g (0,097 mol) N^4-Trifluormethyiphenyl)-2^ano-^^ werden zu- 

sammen mit 173 g (0,097 mol) L-Lysin-hydrat in 1 1 Wasser und 25 ml Ethanol geldst, ffltriert, und lyophyiisiert 
Anhaftende Restmengen an Ethanol werden durch nochmaliges Gefri ertro ckncn entfernt 
Ausbeute: 44,4 g an ttberwiegend amorphem Produkt Schmp. 135— 138° C 

l H-NMR (DMSO-de): 1,23- 1,77 (m, 6H), 23-2,45 (m, 2H), 2^0-2^5 (m, 2H), 2,7-235 (m, 3Hfc 3^5 (tb, 1H), 
V-7,4 (sb, 6HX 7,55 und 7,73 (AAW, jeweils 2HX 1235 (s, 1H). 

Beispiel 4 

2<2yano-3-cydopropyl-3-hydroxy-acrylsto 

15 g (0,054 mol) 2-Cyano-3^dopropyl-3-hydroxy-aCTy^ werden zusammen mit 

9,6 g (0,054 mol) L-Lysin-hydrat in 900 ml Wasser und 10 ml Ethanol geldst, ffltriert, und lyophyiisiert Anhaften- 
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de Restmengen an Ethanol werden durcfa Trocknen unter vermindertem Druck entf ernt. 
Ausbeute: 213 g an Qberwiegend amorphem Produkt, Schmp. > 100° C (Zers.). 

*H-NMR (DMSO-d«): 0,6-0,82 (m, 4H), 1,27- 1,75 (m, 6H> 2,17 (mc, lHfc 277 (tb, 2H), 3^8 (tb, 1H), 4,8-7,5 (sb, 
6H% 7,63 und 7 J (AA'BB 7 , jeweils 2H),12£(s,lH). 5 

Beispiel5 

Die humane DHODH (Mfe)-Enzymaktivitit wird geraaB Williamson et aL (The Journal of Biological Chemi- 
stry, 27a (1 995), Seiten 22 467 - 22 472) bestimmt 10 



Enzym 


Verbindung 1 . 


Verbindung 2 


Brequinar 


DHODH 


nicht bestimmt 


625 


4 



15 



Beispiel6 

Inhibition der Proliferation von Tumorzellen (MTT-Test) 



20 



In einer 96-well MQcrotiterplatte werden 1x10* Zellen pro well ausgesat Nach 24 h werden die Testsubstan- 
zen in verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben. Jede Gruppe besteht aus 4 wells, die Kontrolle wird nur 75 
mit Medium inkubiert Nach 65 h werden 50 |il MTT (3(4,5-Dimethyi-2-thiazoly[>^ 

bromid; 2,5 mg/ml in PBS) hinzugegeben und nach 7 h der Oberstand entfernt Der von den lebenden Zellen 
gebfldete Farbstoff wird durch Zugabe von 100 ul DMSO/wefl geldst. Die Extinktion wird fur jedes well mh 
Hilfe ernes Muitiscan Photometers 340 CC (Fa. Flow) bei 492 nm gemessen. Die verwendeten Zeffinien sind wie 
folgt von der American Type culture Collection erfailtlich: 30 
HUV-EC-C ist ATCC CRL 1730; A-172 ist ATCC CRL 1620; L 1210 ist ATCC CCL 219; LoVoist ATCC CCL 
229. 

Ergebnisse: 

Aus den 4 wells einer Gruppe wird der Mittelwert gebildet und aus der Dosis-Wirkiingskurve die ICso-Werte mit 
der Software 3.0 (Erithacus Software Ltd.) errechnet Tabelle 2 zeigt die Ergebnisse. 35 

Tabelle2 

MTT-Test 

40 



Zelle 


Ursprung (Human) 

1 


Verbindung 
1 


Verbindung 

' 2 


Brequinar 


L0V0 


Kolonkarziom 


137 


392 


0,388 


HUV-EC-C 


Endothelzelle 


164 


360 


9,4. 


A-172 


Glioblastom 


78 


169 


0,2 


L1210 


Leukamie (Maus) 


9,1 


6,1 


1,0 
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Beispiel7 

Es wird wie in Beispid 6 verfahren; zustelich werden in den Anstaen Uridin zugefugt Tabelle 3 zeigt die 
Ergebnisse. 



60 



65 
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Tabefle3 
MTT-Test auf LoVo-ZeOen 



ICsoinjiM 



Uridin UfM] 


Verbindung 1 


Verbindung 2 


Brequinar 


0 


168,0 


359,2 


0,388 


1000 


277,7 


560,0 


128.8 



PatentansprQche 
1. Verwendung einer Verbindung der Formel I oder II 




und/oder eine gegebenenfaHs stereoisomere Form der Verbindung der Formel I oder II und/oder ein 
physiologisch vertr&giiches Salz der Verbindung der Formel II zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, wobei 
R* fQr 

aXCa-CsK^cloalkyl, 

b) (C 2 -C6)-Alkenyi oder 

c) (Q— Q^Alkinylsteht, 
R 2 fttr 

a)-CF 3 

bJ-O-CF*, 
c) — S— CF3, 

e) -N02» 

f) Halogen* 

g) Benzyl, 

h) Phenyl, 

0 -O-Phenyt 
k)-CNoder 

I) — O-Phenyl, ein oder mehrfach substituiert durch 

1) .(Ci-G«)-AIkyl 

2) Halogen, 

3) — O— CFaoder 

4) — O— CH31 steht, 
R 3 fQr 

a)(C.-C4>-AIkyC 
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b) Halogen oder 
b) Wasscrstoffatom steht, und 
Xfflr 

a) cine — CH-Gruppe oder 

b) Stickstoff atom, steht 5 
Z Verwendung einer Verbindung der Formel I oder II und/oder einc gegebenenf alls stereoisomer Form 
der Verbindung der Formel I oder II und/oder Natrium- oder Lysinhimsalze oder Verbindung der Formel 
gemiB Anspruch 1, wobei 

R l fOr 

a) Cydopropyi oder to 

b) (C 3 -(i)-Alkinyl steht 
R 2 fQr CF 3 oder CN steht, 

R 3 fQr Wasserstof f atom oder Methyl steht und 
X fOr eine — CH-Gruppe steht, 

zur HersteOung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebserkrankungen, 15 

3L Verwendung von N^4-Trifluomethyiphenyl)-2<yano-3-hy 

sin- oder Natriumsalz oder 2<^ano-3-cydopropyl-3-hydroxy-acrylsaur^ 

oder Natriumsalz gemiB Anspruch 1 oder 2 zur HersteOung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
Krebserkrankungen. 

4. Verwendung von einer Verbindung der Formel I oder 2 gemdfi einem oder mehreren der AnsprQche 1 bis 20 
3 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Lungenkrebs, Leukamie, Eierstockkrebs, Sarko- 
me, Kaposi's Sarkom, Meningiom, Darmkrebs, Lymphknotenkrebs, Hiratumore, Brustkrebs, Magenkrebs, 
Pankreaskrebs, Prostatakrebs oder Hautkrebs. 



35 



40 



45 



50 



55 



GO 



7 



— Leerseite - 



L3 ANSWER 1 OF 1 HCAPLUS COPYRIGHT 2 003 ACS on STN 
AN 1979:592609 HCAPLUS Full -text 
DN 91:192609 

TI protolytic equilibriums of 4-pyridoxyl-4 , 5 , 6 , 7-tetrahydropyrido- [3 , 4- 
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AB Protolytic equilibrium constsl were determined for the title compds . I [R 
H, P0(0H)2; Rl = H, C02H] were determined UV spectra identified 3 
protolytic processes: dissociation of the proton bonded with the imidazole 
ring, dissociation of the C02H groups, and dissociation of the CH20PO(OH)2 
groups. The electron transitions were assigned. 
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imidazo[4, 5-c] pyridin-4-yl ) - (8CI, 9CI) (CA INDEX NAME) 




RN 21634-29-7 HCAPLUS 

CN lH-Imidazo[4, 5-c] pyridine- 6 -carboxy lie acid, 4,5,6, 7-tetrahydro-4- [ 3- 

hydroxy-5- (hydroxymethyl ) -2-methyl-4-pyridinyl] - (9CI) (CA INDEX NAME) 




RN 65383-16-6 HCAPLUS 
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INDEX NAME) . ' 



H2O3PO— C 



Me 
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CN lH-Imidazo [4, 5 -c ] pyridine- 6 -carboxy lie acid, 4,5, 6 , 7-tetrahydro-4- [3- 

hydroxy-2 -methyl -5- [ (phosphonooxy) methyl ] -4-pyridinyl] - (9CI) (CA INDEX 
NAME) 




